
Clonazione	di	un	frammento	di	DNA	

Sistema	cellulare	 Direttamente	in	
vitro	(PCR)	



 
Ideata da K. Mullis nel 1985 
 
"Beginning with a single molecule of the genetic material DNA, the PCR can 
generate 100 billion similar molecules in an afternoon. The reaction is easy to 
execute. It requires no more than a test tube, a few simple reagents, and a 
source of heat." (Mullis, 1990) 
 
 
 
 
Nobel per la chimica nel 1993 

PCR:	Polymerase	Chain	Reaction	



DESOSSIRIBOSIO 

Base Azotata 
(Adenina, Timina,  
Citosina, Guanina, Uracile) 

Desossi Nucleotidi 
trifosfati (dNTP) 
 

 
Primers 

5’ 

5’ 

3’ 

3’ 

DNA STAMPO 

5’ 

5’ 3’ 

3’ 

DNA polimerasi  

Elementi	necessari	in	una	reazione	di	
amplificazione	



fase 1:  DENATURAZIONE 
La doppia elica di DNA stampo è aperta al calore   

94°C       

3’ 

3’ 
5’ 

5’ 

3’ 
5’ 

3’ 
5’ 



fase 2:   ANNEALING 
I primers si appaiano alle sequenze complementari 
sul DNA stampo    

37-72°C 

3’ 
5’ 

3’ 
5’ 

3’ 

3’ 
5’ 

5’ 
3’ 

5’ 

5’ 

3’ 

3’ 



72°C 

fase 3:   ESTENSIONE 
La DNA polimerasi allunga gli inneschi e produce 
2 nuove catene di DNA   

5’ 
3’ 
5’ 

5’ 
3’ 

5’ 

3’ 
5’ 

5’ 
3’ 



IL PROCESSO SI RIPETE                  
    





1° ciclo 2° ciclo 3° ciclo 





Ad ogni ciclo il numero di molecole di 
DNA “copiato” teoricamente raddoppia 



Resa teorica di una reazione di PCR a partire da una 
singola copia di DNA 

Numero di cicli 
 1 
2 3 
4 
5 6 
7 
8 9 

10 
11 12 
13 
14 15 
16 17 
18 
19 20 
21 
22 23 
24 
25 26 
27 28 
29 
30  

 

Numero di molecole di amplificati 
2 
4 8 

16 32 
64 

128 256 
512 

1.024 2.048 
4.096 
8.192 16.384 

32.768 
65.536 131.072 

262.144 524.288 
1.048.576 
2.097.152 4.194.304 
8.388.608 

16.777.216 35.544.432 
67.777.216 

134.217.728 268.435.456 
536.870.912 1.073.741.724 

Y= N2n 

Y= numero molecole di DNA   
     amplificato 
N= numero molecole di DNA  
     di partenza 
n= numero dei cicli di PCR 



Fasi	della	PCR	



Termociclatori 
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Denature  94°C 

Anneal  55 °C 

Extend 72 °C 

1° Ciclo 2° Ciclo 

Profilo di Amplificazione 



Agarosio = DNA ed RNA --> Elettroforesi orizzontale  
 
Acrilamide = DNA, RNA e proteine --> Elettroforesi verticale 

polisaccaride naturale che si purifica 
da alcune alghe,  
polimero  lineare  che  forma  una  
matrice semisolida avente pori di 
dimensione diversa in funzione della  
concentrazione utilizzata. 

doppie eliche   fasci di doppie eliche 

Agarosio 

Visualizzazione	dei	prodotti	di	PCR	mediante	gel	
elettroforesi	



Sistemi di elettroforesi su gel d’agarosio 



Preparazione	del	gel	di	agarosio	



- + 

RNA e DNA sono  
carichi negativamente 

catodo anodo 

Visualizzazione	dei	prodotti	di	PCR	

La	PCR	può	amplificare	fino	ad	ottenere	una	quantità	di	DNA	
visibile	ad	occhio	nudo	mediante	gel	elettroforesi.		



Separazione delle molecole per dimensione: 
 
le molecole più piccole migrano nel gel più velocemente 

Gel Elettroforesi 

VOLTAGGIO	APPLICATO		circa	5	Volt/cm	(distanza	anodo-catodo)	





Non tutte le molecole di DNA sono lineari (es.: plasmidi batterici) 

Sebbene le due forme abbiano le stesse dimensioni, esse migreranno 
in maniera differente 

plasmide circolare  
“rilassato” 

nick 

plasmide 
superavvolto 

migra più lentamente 
rispetto ad un DNA 

lineare o superavvolto 
della stessa massa 

pBR322 

pBR322 pBR322 
dopo digestione 

plasmide 
“linearizzato” 



Concentrazione	e	range	di	separazione	

La concentrazione di agarosio nel gel ne 
determina il potere risolutivo 



Visualizzazione	DNA	

Il DNA viene visualizzato attraverso colorazione con intercalanti del DNA 
(Etidio Bromuro, GelRed, GelGreen etc.) 



Il DNA colorato con bromuro di etidio 
emette una fluorescenza di colore rosso-arancio se 
sottoposto a luce UV 



Gel	di	agarosio	con	EtBr	ai	raggi	UV	

Ogni banda è costituita da milioni di molecole di DNA tutte delle stesse 
dimensioni! 



Per definire le dimensioni delle bande nel gel, si utilizzano i 
marcatori di peso molecolare o DNA ladder 



Analisi	di	prodotti	di	PCR	
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Volume	di	reazione:		
	

Le	componenti	di	reazione:	DNA	

Il	DNA	(templato):			

	Omogeneo	(plasmide	purificato):	
ogni	molecola	è	identica	e				
rappresenta	la	sequenza	da	
amplificare	

Eterogeneo	(mix	di	diverse	molecole	di	
DNA)	come	il	DNA	genomico	estratto	
da	cellule	o	materiale	biologico.		

da	10	a	50	µl	(max	100	µl)	per	una	preparativa. 

Mk   NTC  0.1    1    10 100  200   500  ng 



Le	componenti	per	la	reazione:	l’enzima	

La	Taq	polimerasi:		

Hot water bacteria:  
Thermus aquaticus 
Taq DNA polymerase 

DNA	polimerasi	di	“Thermophilic	eubacterium	thermus	acquaticus”	resiste	a	95°.		
	
NB:	Emivita	Taq	polimerasi:	30	min	a	95°C	(30	cicli	da	1	minuto	di	denaturazione	
a	95°C)	
	
Una	unità	è	definita	come	la	quantità	di	enzima	che	incorpora	10	nmol	di	dNTP	in	
DNA	insolubile	in	30	minuti	alla	T°	ext	(varia	da	enzima	a	enzima).	



Le	componenti	per	la	reazione:	l’enzima	

Effetto della 
concentrazione di Taq 



Le	componenti	di	reazione:	Primer	

Oligonucleotidi o primer: 
 
- Estrema cura nella scelta della regione da amplificare  
- Evitare sequenze inusuali come serie di purine o pirimidine 
- Lunghezza: 20-30 paia di basi (non meno di 16 bp) 

La lunghezza dei primer è 
cruciale per la specificità 

della PCR 



La	lunghezza	dei	primer	determina	la	specificità	del	loro	
legame	al	DNA	stampo		

Genoma di E. coli genome (4.6 x 106 bp); 
Genoma umano (3 x 109 bp) 

La probabilità di trovare una certa sequenza casualmente nel genoma 
diminuisce all’aumentare della sua lunghezza 

5’-GATC-3’ 
3’-CTAG-5’ 

4 bp: La probabilità è (1/4)4 = 1/256 comune 

5’-GATCGATCGGATCCCATATG-3’ 
3’-CTAGCTAGCCTAGGGTATAC-5’ 

20 bp: La probabilità è (1/4)20 = 1/1012  



                              CACGCATG 5’                   
5’-----GCATGTCG---------------GTGCGTAC------3’ 
3’-----CGTACAGC---------------CACGCATG------5’ 
     5’GCATGTCG 

Primer	reverse	

Forward	reverse	

Sequenza	Bersaglio	

Progettazione	dei	primer	

                              CACGCATG 5’                   
5’-----GCATGTCG---------------GTGCGTAC------3’ 
     5’GCATGTCG 

Primer	reverse	

Forward	reverse	

Sequenza	Bersaglio	



Le	componenti	di	reazione:	Primer	

Oligonucleotidi o primers: 
 
- Estrema cura nella scelta della regione da amplificare  
- Evitare sequenze inusuali come serie di purine o pirimidine 
- Lunghezza: 20-30 paia di basi (non meno di 16 bp) 

- Le sequenze non devono essere tra loro complementari per il 
rischio di formazione di dimeri o hairpins 

5´-ACCGGTAGCCACGAATTCGT-3´ 
             |||||||||| 
          3´-TGCTTAAGCACCGATGGCCA-5´ 

 5´-GTTGACTTGATA 
          ||||| T 
       3´-GAACTCT 

-	Equilibrato	rapporto	AT/GC	(45–55%)	
-	T	melting	comprese	tra	45-68°	C	
-	T	melting	simili	(max	+/-	2°	C)	



Annealing  

   FASE PIÙ DELICATA DELLA PCR 

   Calcolo della temperatura di annealing (Tm-5°C) 
    
 

Calcolo della Tm:  
Ø    Uso di sofisticati algoritmi  
Ø    Uso della formula 2·	(A+T) + 4·	(C+G)  

Messa a punto  
empirica 

   INCONTRO E IBRIDAZIONE DEI PRIMERS CON IL DNA 
TARGET 



Tm	vs	Ta	

La	 temperatura	 di	 melting	 è	
quella	 alla	 quale	 il	 50%	 degli	
oligonucleotidi	 ed	 il	 suo	
complementare	 sono	 sotto	
forma	di	duplex.	

La	 temperatura	 di	 annealing	
nella	 PCR	 è	 una	 temperatura	
inferiore	di	qualche	grado		(4-6)	
rispetto	 alla	 temperatura	 di	
melting.	 È	 utilizzata	 	 per	
aumentare	 la	 probabilità	 di	
legame	dei	primer	allo	stampo.	



Ottimizzazione	della	
Temperatura	di	annealing	



Le	componenti	di	reazione:	dNTPs	e	Sali	

dNTPs:	conc.	standard	200	µM	per	ognuno	
	
Il	tampone:	Sali	(MgCl2);	ogni	Taq	polimerasi	ha	un	tampone	con	
concentrazioni	saline	ideali.	

Ø  Necessario per l’attività enzimatica 
Ø  Stabilizza l’ibridazione del DNA 
Ø  Sottratto alla reazione da diversi fattori: DNA, 

EDTA, dNTPs. 

Questo parametro va ottimizzato empiricamente 

[Mg2+]	



Ottimizzazione	della	PCR:	la	concentrazione	di	Mg2+	

•  La	fedeltà	di	una	reazione	
di	PCR	dipende	da	[Mg2+].	

•  Variare	[Mg2+]	di	0.5	mM	
per	la	messa	a	punto.		

•  Qualche	volta	è	necessario	
raggiungere	un	
compromesso	fra	resa	e	
specificità.	

La concentrazione utilizzata è 
solitamente 0.5-5 mM,  
(generalmente 1.5 mM) 

[Mg2+]      à   Specificità            Efficienza 



Ottimizzazione	della	reazione	di	PCR	

•  Temperatura	di	annealing	dei	primer	
•  Concentrazione	di	Mg2+	nella	reazione	
•  La	quantità	di	stampo	e	la	polimerasi	

•  (The	extension	time)	:	1min/Kb	di	amplificato		
•  (The	denaturing	and	annealing	times)	
•  (The	extension	temperature)	68-72°C	a	seconda	
dell’enzima	

•  L’uso	di	additivi	per	aumentare	l’efficienza	delle	
reazione	



Enhancer	and	Inhibitor	of	PCR	



Quanto	grande	può	essere	il	target?	

•  I prodotti di amplificazione hanno una dimensione 
tipicamente che oscilla fra 100-1500 bp. 

•  Target più lunghi sono comunque amplificabili à 25 kb, 
ma 
–  Richiedono buffer di amplificazione modificati, cocktails di 

polimerasi, e tempi di estensione più lunghi; 
–  esistono dei limiti legati all’integrità del materiale di partenza (più 

è frammentato < sarà la probabilità di ottenere frammenti lunghi. 

100 1500 



Fedeltà	della	reazione	

•  La	Taq	DNA	polimerasi	manca	di	attività	proofreading	3´→5´	
comunemente	presente	in	altre	polimerasi.		

•  La	Taq	misincorpora	1	base	ogni	104.	
•  Un	target	di	400	conterrà	un	errore	nel	33%	delle	molecole	

amplificate	dopo	20	cicli.	
•  La	distribuzione	degli	errori	sarà	casuale.	

Gli	errori	sono	rilevanti?	

•  Se	si	vuole	sequenziare	il	
prodotto	amplificato	o	
tagliarlo	con	un	enzima	di	
restrizione	

•  Se	si	vuole	clonare	il	DNA	
amplificato.		Una	singola	
molecola	può	portare	diverse	
mutazioni	



Fedeltà	della	reazione	



La	PCR	è	estremamente	sensibile	per	cui	vi	è	un	
elevato	rischio	di	contaminazioni	

Controlli, controlli, controlli !!! 
 
(negativi e positivi) 
 



Clonaggio	dei	prodotti	di	PCR	





Clonaggio	dei	prodotti	di	PCR	(1)	

•  Progettazione	di	primers	
con	code	contenenti	siti	
di	restrizione	specifici.		



Clonaggio	dei	prodotti	di	PCR	(2)	

TA cloning: la 
Taq polimerasi 
t e n d e  a d 
aggiungere un 
n u c l e o t i d e 
a d e n o s i n a 
all’estremità 3’-
OH di ciascuno 
strand  

5’ AGACTCAGA.............AACTTATTTA 3’ 
3’ATCTGAGTCT.............TTGAATAAA  5’ 
5’ AGACTCAGA.............AACTTATTT  3’ 
3’ TCTGAGTCT.............TTGAATAAA  5’ 



Alcune	varianti	al	processo	base	di	PCR	



•  Prevede	 amplificazione	 di	 frammenti	 più	 grandi	 rispetto	 alla	
PCR	standard	(>	5	Kb,	spesso		10-15	kb,	ma	anche25	Kb).		

•  La	 Long	 PCR	 è	 utile	 solo	 se	 è	 accurata.	 È	 necessario	 usare	
miscele	di	polimerasi	competenti	ad	amplificazioni	lunghe	con	
polimerasi	ad	alta	fedeltà	(per	es.	Pfu)		

	
•  Applicazioni	clonare	geni/frammenti	grandi	

Phusion®	High-Fidelity	DNA	Polymerases		

Long	PCR	



Due	 coppie	 (invece	 che	 una)	 di	
primers	sono	utilizzati	per	amplificare	
un	frammento	di	DNA.	
	
La	 prima	 coppia	 amplifica	 un	
frammento	con	una	modalità	analoga	
a	quella	di	una	PCR	standard.		
	
La	seconda	coppia	di	primer	(nested)	
s i	 lega	 a l l ’ interno	 de l	 pr imo	
frammento	 di	 PCR	 e	 consente	
l’amplificazione	 di	 un	 secondo	
prodotto	di	 PCR	più	 corto	 rispetto	 al	
primo.	
	
Vantaggi	 probabilità	 estremamente	
bassa	di	amplificazione	non	specifica	

Nested	PCR	



Uso	di	enzimi	hot	start	

Durante	 l’allestimento	 della	 reazione	 di	
PCR	o	durante	il	riscaldamento	iniziale	del	
campione	 si	 possono	 verificare	 situazioni	
di	appaiamento	non	specifico	fra	primers	e	
stampo.	
	
Fra	 40°C	 e	 50°C	 la	 Taq	 polimerasi	 ha	
un’efficiente	 attività	 polimerasica	 e	 può	
estendere	 i	 primers	 non	 correttamente	
appaiati.	

Hot-start	PCR	



La	PCR	come	strumento	per	l’analisi	dell’espressione	
genica	à	RT-PCR	

•  la	DNA	polimerasi	richiede	un	DNA	come	templato	e	
non	è	in	grado	di	copiare	l’RNA.	

•  L’RNA	deve	prima	essere	copiato	a	cDNA	usando	una	
trascrittasi	inversa.	

•  Il	cDNA	può	fungere	da	stampo	per	la	PCR	–	non	
necessità	di	essere	a	doppio	filamento.	



Prima	della	retrotrascrizione	si	
tratta	l’RNA	con	DNAsi	per	
eliminare	ogni	traccia	di	DNA	
genomico	che	potrebbe	dare	
falsi	positivi.	

l’RNA	è	molto	instabile	e	vanno	
usati	degli	inibitori	delle	RNAsi	
per	evitare	che	si	degradino.	Il	
cDNA	è	molto	più	stabile	e	si	
conserva	meglio	e	più	a	lungo.	

RT-PCR	



mRNA 
AAAAA 5’ 3’ 

TTTTT 5’ 
3’ 

RNA 
AAAAA 5’ 3’ 

oligo esa-nucleotidi random 

Oligo dT 

RNA 
AAAAA 5’ 3’ 

Primer Specifico 



•  Amplificazione della sequenza di interesse con oligonuceotidi di 
innesco specifici: 

•  Analisi dei prodotti dell’amplificazione (elettroforesi) 

5’3’

TTTTTTTT 5’ 3’ 
5’ 3’

AAAAAAAA 3’ 5’ 

AAAAAAAA 3’ 5’ 
TTTTTTTT 5’ 3’ 

cDNA 

PCR	utilizzata	per	rivelare	uno	specifico	mRNA:		
PCR	in	seguito	a	trascrittasi	inversa	(RT-PCR)	



 total RNA + 
oligodT 

37 ºC – 1 hour 

anneal + 
elongate 

65ºC – 10 min 

denature 

Add: 

Enzyme 

dNTPs 
RNasin RT 

ready 

RT: 

PCR: 

DNA pol 

dNTPs 

primers 

Buffer 

MgCl2 

template 

1-5 ul 

95ºC 
3 min 

denature amplify 

95ºC – 30 sec 
55ºC – 30 sec 
72ºC – 1 min 

72ºC 
10 min 

finish 

PCR 
ready 

Gel analysis 

30 cycles 

RT-PCR	



Preparazione	ed	uso	dei	campioni	

}  È	importante	avere	familiarità	con	i	principi	generali	per	
lavorare	con	l’RNA:	

}  Evitare	le	RNAsi	

}  Indossare	sempre	i	guanti	quando	si	manipolano	reagenti	
o	supporti	che	verranno	utillizzati	per	l’estrazione	di	RNA	e	
per	la	trascrizione	inversa	

}  L’acqua	RNAsi	free	può	esserer	acquistata	
commercialmente	oppure	acqua	milliq	puo	essere	trattata	
con	dietil	pirocarbonato	(DEPC)		



RACE	PCR	

RACE:	Rapid	amplification	of	(5’	or	3’)	cDNA	ends:	è	una	tecnica	di	
amplificazione	che	usando	come	stampo	mRNA	retrotrascritto	in	
cDNA	permette	di	recuperare	le	estremità	3’	o	5’	della	molecola	di	
messaggeroà	bisogna	sempre	che	ci	sia	qualcosa	di	noto.	
	

5’3’

TTTTTTTT 5’ 3’ 
5’ 3’

AAAAAAAA 3’ 5’ 

5’mRNA	 3’mRNA	



mRNA poly A5’ 3’ ignoto

sintesi	del	I	filamento	di	cDNA	con	RT	con	primer	
oligo	dT	agganciato	ad	una	coda	a	sequenza	nota	

3’

PCR	con	primer	For	noto	e	primer	Rev	
complementare	alla	coda	aggiunta	

RACE	ricerca	del	3’	ignoto	

TTTTTT
5’

TTTTTTcDNA	

TTTTTT3’

5’
3’ ignoto

Primer For noto

Primer Rev



mRNA poly A5’ignoto 3’ 

sintesi	del	I	filamento	di	cDNA	con	RT	con	primer	oligo	
dT,	ma	è	preferibile	utilizzare	un	primer	interno	o	
random	esameri	in	quanto	le	molecole	di	mRNA	sono	
lunghe	anche	diverse	Kb	

TTTTTT

RACE	ricerca	del	5’	ignoto	

3’

mRNA poly A5’ignoto 3’ 



cDNA	 5’

trattamento	con	
terminal	
transferasi	

CCCCCC	

C	
C	 C	C	C	

C	C	

3’

GGGGG

5’CCCCCC	
3’

GGGGG

5’CCCCCC	
3’

GGGGG

3’

5’
5’ ignoto

Seq 

PCR 

RACE	ricerca	del	5’	ignoto	



RACE	PCR	

Rapid	amplification	of	5’	à	anchor	primer	



RACE	5’CAP-FINDER	
Metodo	per	riuscire	a	selezionare	solo	
le	molecole	di	mRNA	che	possiedono	
un'estremità	5'	completa.	
	
1:	enzima	CIP	(calf	internal	
phosphatase,	fosfatasi	alcalina	di	
vitello):	defosforilazione	delle	
molecole	parziali	di	RNA	
	
2:		enzima	TAP	(tobacco	acid	
pirophosphatase):	apre	il	capping	al	
5’	delle	molecole	intatte.		
Tali	molecole	saranno	quindi	le	uniche	
fosforilate	in	grado	di	legare	un	
oligonucleotide	ad	opera	di	una	ligasi.	
	
PCR	sarà	in	grado	di	utilizzare	come	
stampo	soltanto	le	molecole	con	
estremità	5'	completa.	


